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Raziskave izvlečka iz bele jelke so pripeljale do ugotovitve, da ima izvleček 
antiaterosklerotično, kardioprotektivno ter antipsoriastično delovanje in zmanjšuje post-
prandialni glikemični odziv. Izvleček vsebuje ogljikove hidrate in polifenole, ki z znano 
biološko, farmakološko in klinično aktivnostjo prispevajo k delovanju.  
Naš namen je bil z metodama lovljenja DPPH• in ABTS•+ radikalov ugotoviti 
antioksidativno aktivnost v izvlečku iz vej bele jelke. Z modifikacijo metod, kjer za 
ugotavljanje antioksidativne aktivnosti namesto metanola uporabimo vodo, dobimo 
realnejšo sliko, kaj se po zaužitju izvlečka dogaja v našem telesu. Zanimivo je bilo 
spoznanje, da ob menjavi topila iz vode v metanol ali obratno pride do obarjanja določenih 
snovi, ki lahko vplivajo na antioksidativno aktivnost. Koncentracija reagentov vpliva na 
meritev antioksidativne aktivnosti. Najboljši parameter za ugotavljanje antioksidativnega 
delovanja z DPPH• metodo je za standarda galno kislino in kvercetin naklon premice, za 
izvlečka Belinal in Belinal C pa IC50. Za metodo ABTS•+ je za standarda in izvlečka naklon 
premice najboljši parameter. 
S centrifugiranjem in filtracijo smo ugotovili, da delež izvlečka, ki se raztopi, znaša od 37 
% do 98 %, kar je odvisno od vrste vzorca, metode, topila ter od razmerja med topilom in 
vzorcem. Z metodo centrifugiranja smo ugotavljali, kolikšen delež vzorca je netopen v 
metanolu ali v vodi, netopen v obeh topilih ali topen v le enem topilu. Z metodo filtriranja 
smo preverjali topnost izvlečka v različnih razmerjih med izvlečkom in vodo ter 0,01 M 
HCl. Belinal je v obeh topilih bolje topen kot Belinal C. Na topnost in vsebnost 
antioksidantov v izvlečku lahko vpliva leto poseka, obdobje poseka vej, okolje, proces 
predelave vej in starost vzorca ob izvajanju testov, ker vsi ti dejavniki vplivajo na sestavo 
izvlečka.  
 
KLJUČNE BESEDE: antioksidanti, bela jelka, izvleček iz vej, topila, topnost  
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Research on white fir extract has led to the conclusion that the extract has antiatherosclerotic, 
cardioprotective, antipsoriastic activity and reduces the postprandial glycemic response. It 
contains carbohydrates, tannins and polyphenols that contribute to anti-inflammatory 
activity with known biological composition, as well as pharmacological and clinical activity.  
Our task was to identify the antioxidant content of the white fir branch extract using the 
DPPH• radical scavenging assay and ABTS•+ radical scavenging assay methods. By 
modifying the methods by using water instead of methanol to determine the antioxidant 
content, we get a more realistic idea of what is going on in our bodies after ingesting the 
extract. It was interesting to learn that when the solvent is changed from water to methanol 
or vice versa, certain substances precipitate, that can affect antioxidant activity. The 
concentration of antioxidant reagents influences the determination of the amount of 
antioxidants. The best parameter for determining the antioxidant activity of the DPPH• 
method is the slope of the line for standard gallic acid and quercetin, the IC50 for Belinal and 
Belinal C extracts. For the ABTS•+ method, the slope of the line is the best parameter for the 
standard and the extract. 
By means of centrifugation and filtration it was found that the proportion of the extract was 
dissolved from 37 % to 98 %, depending on the type of sample, method, solvent, and the 
solvent to sample ratio. With the centrifugation method we determined the insoluble fraction 
in methanol or water, the insoluble fraction in both solvents and the soluble fraction in only 
one solvent. With the filtration method we examined the solubility of the extract in different 
proportions of the extract to water and 0,01 M HCl. Belinal is better soluble than Belinal C 
in both solvents. The solubility and antioxidant content of the extract may be affected by the 
year of harvest, the branch felling period, the environment, the processing of the branches 
and the age of the sample itself when performing the tests, since all these factors affect the 
composition of the extract. 
 
KEYWORDS: antioxidants, white fir, branch extract, solvents, solubility 
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ABTS•+ – 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat) kationski radikal 
DPPH• – 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal 
UV−VIS spektroskopija – ultravijolična−vidna spektroskopija 
A – vrednost absorbance 
Ε – molarna absorptivnost 
b – dolžina kivete 
X – topno v MeOH in H2O (izračun) 
Y – ni topno v MeOH in H2O (izračun) 
U – topno samo v MeOH (izračun) 
Z – topno samo v H2O (izračun)  
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Izvleček iz vej bele jelke je narejen z ekstrakcijo z vodo, ki mu sledi proces odparevanja 
vode [9]. Vpliv na pridobljene količine izvlečka imajo temperatura in čas ekstrakcije, 
razmerje med količino droge in vodo, velikost delcev med ekstrakcijo in pogoji skladiščenja 
pred ekstrakcijo [1].  
 
Izvlečke iz jelke sestavljajo ogljikovi hidrati, polifenoli in manj kot 5 % izvlečka 
predstavljajo anorganske spojine [1]. 
Polifenoli imajo antioksidativno delovanje. Zaenkrat je bilo identificiranih šest polifenolnih 
kislin, trije flavonoidi in osem lignanov [2, 3]. Polifenoli iz jelke prispevajo z znano 
biološko, farmakološko in klinično aktivnostjo k protivnetnem delovanju, preprečevanju 
kardiovaskularnih bolezni in raka, ter imajo antidiabetično in protimikrobno aktivnost [3]. 
Največji del polifenolov v izvlečku iz jelke predstavljajo lignani, največ je lariciresinola ter 
njegovih derivatov. Lignani imajo dvostransko interakcijo z mikrobioto, ker vplivajo na 
črevesne bakterije, ki so osnova njihovemu nadaljnjemu metabolizmu. Obe interakciji lahko 
vplivata na potek različnih bolezni. Lignani so pomembni predhodniki oz. prekurzorji 
enterodiola in enterolaktona [3]. Izvleček iz lesa bele jelke znižuje postprandialni glikemični 
odziv, saj deluje antioksidativno in s tem prispeva k nadzoru koncentracije glukoze v krvi in 
k zmanjševanju vnetja [9]. 
Tanini oz. čreslovine so spojine s polifenolno strukturo in se delijo na hidrolizirajoče 
čreslovine in kondenzirane čreslovine oz. protoantocianidine. Protoantocianidini in 
prodelfinidini so v izvlečku prevladovali nad procianidini [4]. 
Velik del izvlečka predstavljajo ogljikovi hidrati: monosaharidi, oligosaharidi, pektini in 
škrob. Z izvedbo dvostopenjske hidrolize je bilo ugotovljeno, da izvleček vsebuje največ 




Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 




1.1.  BELA JELKA (ABIES ALBA) 
 
Bela jelka spada med iglavce. Na sliki 1 lahko vidimo, da imajo iglice na spodnji strani dve 
srebrno beli črti, zgornja stran pa je temno zelene barve. Za jelko so značilni pokončni, 
zeleno rjavi storži, ki ne odpadejo v celoti in imajo luske z značilnim izrastkom na vrhu [5]. 
Les je svetlo rumeno bele barve s sivkastim pridihom. Neobarvana jedrovina in beljava se 
med seboj barvno ne ločita. Razločno so vidne branike in postopen prehod svetlega ranega 
lesa v temnejši kasni les. Les je rahlo kisle pH-vrednosti 5,5-6,1 in je zelo odporen proti 
kislinam in bazam. Les jelke je na celičnem nivoju sestavljen iz aksialnih traheid, ki so 
urejene v radialnih nizih. Celice se v procesu diferenciacije v istem nizu razlikujejo 
predvsem po radialnih dimenzijah. Upadanje poteka od ranega lesa, ki ima traheide z velikim 
lumnom in tankimi celičnimi stenami, proti kasnem lesu, ki ima manjši lumen in debelo 
celično steno. Občasno se lahko ob letnici pojavi manjši parenhim. Homocelularno trakovno 
tkivo je sestavljeno iz trakovnih parenhimskih celic. Med seboj jih povezujejo enostavne 
piknje; veliko pikenj vsebujejo tudi horizontalne stene trakovnih celic [6]. 
  
Slika 1: Značilnosti bele jelke [7]. 
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1.2.  UČINKI IZVLEČKA BELE JELKE 
 
1.1.1.  ANTIATEROSKLEROTIČNO DELOVANJE 
Ateroskleroza je kronični vnetni proces v arterijskih stenah, ki je povzročen s kopičenjem 
makrofagov in lipoproteinov nizke gostote. Na začetek in rast lezij vpliva medsebojno 
delovanje plazemskih citokinov, lipoproteinov in arterijam specifičnih proteinov. Za 
aterosklerozo so značilni povišani skupni holesterol in lipoproteini nizke gostote. 
Antioksidanti so lahko majhne molekule ali encimi, ki so sposobni preprečevati škodljive 
učinke oksidacije. Takšno delovanje imajo rastlinski fenoli, ki dokazano delujejo 
protivnetno. Morski prašički so se pokazali kot najboljši model za primerjavo 
aterosklerotičnih poškodb s človekom, ker hranijo večino svojega holesterola v krvi v LDL 
obliki, imajo podobne encime povezane s sintezo holesterola in so zelo občutljive na 
prehranski vnos lipidov. Prehrana z visoko vsebnostjo holesterola je povzročila aterogenezo 
in spremembe na aortah morskih prašičkov. Če je bil tej hrani dodan izvleček iz debla bele 
jelke, se je izboljšal žilni relaksacijski odziv, preprečil razvoj aterosklerotičnih plakov v 
aortah, preprečile so se funkcionalne in morfološke spremembe. Pokazalo se je, da je 
izvleček potencialno sredstvo v profilaksi in zdravljenju arterosklerotičnih sprememb [8]. 
 
1.1.2.  ZMANJŠEVANJE POST-PRANDIALNEGA GLIKEMIČNEGA 
ODZIVA 
 
Dejavnik tveganja za razvoj sladkorne bolezni, kardiovaskularnih bolezni in nekaterih vrst 
raka je visoka koncentracija postprandialne glukoze v krvi. Sladkorna bolezen tipa 2 obsega 
skupino presnovnih motenj, za katere je značilna hiperglikemija in nenormalen metabolizem 
ogljikovih hidratov, kar lahko privede do akutnih in dolgoročnih zapletov. Randomizirana, 
dvojnoslepa, navzkrižna, s placebom in aktivno kontrolirana farmakodinamična študija je 
pokazala, da je izvleček iz lesa bele jelke Belinal zmanjšal koncentracijo glukoze v krvi po 
zaužitju običajnega obroka v primerjavi s placebom. Zmanjšanje koncentracije je bilo malo 
manjše od zdravilne učinkovine akarboze, zato bi se lahko Belinal uporabil za preprečevanje 
sladkorne bolezni. Mehanizem delovanja polifenolov in fenolnih spojin pri uravnavanju 
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glukoze v krvi pri sladkornih bolnikih vključuje zaviranje absorpcije glukoze, zaščito pred 
poškodbo β-celic trebušne slinavke, izboljšanje sproščanja in občutljivosti na inzulin, 
zmanjšanje vnetja ter modulacijo presnovne poti ogljikovih hidratov in še druge neodvisne 
signalne poti [9]. 
Novejša študija je pokazala, da 10 % vodnega izvlečka vej bele jelke predstavljajo lignani, 
zlasti pinoresinol diglukozid, izolariciresinol in sekolariciresinol, ki so pomembni pri 
doseganju inhibicije aktivnosti dipeptidil peptidaze 4 in s tem doseganja 
antihiperglikemičnega delovanja. Ščitijo tudi pred oksidativnim stresom, ki ga ustvari okolje 
z visoko vsebnostjo glukoze. Druge sestavine s pomembno vlogo pri antidiabetični 
aktivnosti so galna kislina, protokatekujska kislina in p-hidroksibenzojska kislina, ki zmerno 
inhibirajo α-amilazo, medtem ko galna kislina in p-kumarna kislina zavreta α-glukozidazo 
[10]. 
 
1.1.3. KARDIOPROTEKTIVNO DELOVANJE 
 
Ishemična bolezen srca se pojavi zaradi aterosklerotičnih sprememb v koronarnih arterijah, 
ki prehranjujejo srčno mišico. Reperfuzija je ponovna prekrvavitev prizadetega dela telesa 
in ponovna vzpostavitev krvnega pretoka skozi prizadeto tkivo. Ob tem procesu nastanejo 
številne reaktivne kisikove in dušikove zvrsti, ki zmanjšujejo kontraktilnost miokarda in so 
vzrok ireverzibilnih poškodb miokarda [11]. 
Izvleček debla bele jelke je odvisno od odmerka zmanjšal ishemično-reperfuzijsko poškodbo 
srca pri testnih podganah, ki je bila zaznana kot zmanjšanje hitrosti sproščanja laktat 
dehidrogenaze. Ta citoplazemski encim se sprošča pri nastajanju poškodb tkiv, zato je 
pomemben biološki označevalec za poškodbe ter bolezni celic. V primerjavi s p-kumarno in 
protokatekujsko kislino je izvleček deloval bolj kardioprotektivno, poleg tega je zmanjšal 
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1.1.4. ANTIPSORIATIČNO DELOVANJE 
 
Luskavica je zelo pogosta, dedno pogojena bolezen. Je neozdravljiva, kronična recidivna 
bolezen z značilnimi vnetnimi in luskastimi spremembami na kolenih, komolcih in lasišču, 
prizadene pa tudi sklepe in nohte. 
Nova zdravila za luskavico so rekombinantna biološka zdravila. Ta lahko privedejo do hudih 
stranskih učinkov, zato se še vedno izpopolnjujejo. Za zdravljenje luskavice je bilo 
uporabljenih več rastlinskih izvlečkov, saj so zeliščni viri trenutno bolj zaželeni zaradi 
njihove varnosti in enostavne razpoložljivosti. Lubje bele jelke vsebuje polifenole, ki nimajo 
toksičnega delovanja na keratinocite. Izvleček iz lubja bele jelke ima močno in vitro in ex 
vivo antioksidativno delovanje in tudi antiaterogeno aktivnost. Randomizirana, dvojno slepa, 
s placebom nadzorovana študija je privedla do ugotovitve, da je izvleček v topični obliki 
varen in nekoliko učinkovitejši kot placebo pri obvladovanju blage do zmerno hude 
luskavice. Statistični rezultati niso podpirali uporabe ekstrakta v namen nadzorovanja 
luskavice [13]. 
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1.3.  NOVE METODE EKSTRAKCIJE 
 
Preizkušen je bil nov postopek pridobivanja izvlečka iz iglic bele jelke brez uporabe topil. 
Hidrodinamska kavitacija, ki temelji na hitrih spremembah tlaka v tekočini, vodi do nastanka 
majhnih votlin, ki se napolnijo s paro na mestih, kjer je tlak razmeroma nizek.  Ko so 
izpostavljene večjemu tlaku, se te votline zrušijo in lahko ustvarijo intenziven udarni val, 
kot je prikazano na sliki 2. Prednosti tega postopka so, da ima izvleček večje in vitro 
antioksidativno delovanje in da je postopek prilagodljiv ter cenovno dostopen. Poleg tega je 
metoda učinkovita, robustna in skalabilna [14]. 
  
Slika 2: Prikaz procesa hidrodinamske kavitacije [15]. 
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2.  NAMEN 
 
Izvleček iz vej bele jelke ima dokazano veliko pozitivnih učinkov na človeško telo. K temu 
veliko pripomore vsebnost antioksidantov, zato jo bomo ugotavljali z metodama lovljenja 
DPPH• radikala in lovljenja ABTS•+ radikala in rezultate primerjali s standardi. Namen je 
metodi prilagoditi tako, da bosta čim bolj ponazarjali telesne pogoje. Zanima nas tudi, kako 
bo sprememba topila vplivala na antioksidativne rezultate. Namen je tudi raziskati vpliv 
različnih koncentracij raztopin DPPH• in ABTS•+ na antioksidativne teste. Želeli smo 
ugotoviti, ali je boljše merilo za antioksidativno aktivnost IC50, IC20, absorbanca ali naklon 
premice. 
V drugem delu naloge bomo ugotavljali, kakšen je topni del izvlečka. Z metodama 
centrifugiranja in stresanja bomo ugotavljali, kakšna je topnost izvlečka v različnih 
volumnih vode, metanola in v 0,01 M HCl. 
  
Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 




3.  MATERIALI IN METODE 
 
Laboratorijsko delo je potekalo na Katedri za farmacevtsko biologijo, Fakultete za farmacijo, 




Pri delu smo uporabljali dva vzorca izvlečka iz vej bele jelke, ki ju proizvaja podjetje 
AlpePharma in imata zaščiteno ime Belinal® (slika 3).  
Prvi vzorec je imel oznako: Belinal®, Silver fir wood extract - Abies alba, Lot: 4266, 
Production date: July 2015, Nett weight: 40 g in ga v nadaljnjem tekstu omenjamo s 
skrajšanim imenom Belinal. 
Drugi vzorec je imel oznako: Belinal® C, Silver Fir Branch Extract, Abies alba Mill. Lot: 
500, Production date: March 2019, Nett weight: 40 g in ga v nadaljnjem tekstu omenjamo s 
skrajšanim imenom Belinal C. 
Vzorca se razlikujeta po tem, da sta različno stara, proizvedena iz različne letine vej jelke ter 
nekoliko različnih proizvodnih postopkih (podrobnosti so poslovna skrivnost proizvajalca). 
Slika 3: Vzorca Belinal in Belinal C. 
Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 




3.2.  REAGENTI IN TOPILA 
 
Pri izvajanju eksperimentalnega dela magistrske naloge smo imeli na voljo reagente in topila 
proizvajalcev Kemika, Fluka, Carlo Erba, J.T. Baker, Riedel-de Haën in Sigma-Aldrich. 
Čistota reagentov in topil je bila naslednja:  
 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina) diamonijeva sol (ABTS), (≥ 
98 % HPLC) – Sigma-Aldrich (slika 5) 
 2,2-difenil-1- pikrilhidrazil radikal (DPPH•) – Sigma Aldrich (slika 4) 
 Galna kislina (purum ACS, ≥ 98 %) – Fluka (slika 4) 
 Klorovodikova kislina (for laboratory, research or manufacturing use) – J.T. Baker  
 Kalijev peroksodisulfat (puriss p.a., ACS reagent) – Fluka (slika 5) 
 Kvercetin (dihidrat puriss.) – Kemika (slika 4) 
 Metanol (for analysis-ACS-Reag.Ph.Eur.-Reag.USP) – Carlo Erba 
 Natrijev hidroksid (pellets, puriss., p.a.) – Riedel-de Haën 
 
Slika 5: Reagent ABTS in kalijev 
peroksodisulfat. 
Slika 4: Reagent DPPH•, galna kislina, kvercetin, kalijev 
peroksodisulfat. 
Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 




3.3. APARATURE IN OPREMA 
 
Pri eksperimentalnem delu smo uporabili naslednje aparature in opremo: 
 Avtomatske pipete, Biohit-Proline, Biohit (Helsinki, Finska) 
 Centrifuga Centric 400R, Tehtnica, Domel (Železniki, Slovenija) 
 Digestorij Variolab Mobilien W90, Waldner (Wangen, Nemčija) 
 Filter papir, Macherey-Nagel (Düren, Nemčija) 
 Kiveta QS 1.001, Hellma GmbH & Co. KG (Müllheim, Nemčija) 
 Nastavki za pipete, Sarstedt AG & Co (Nümbrecht, Nemčija) 
 Orbitalni stresalnik, Vibromix 40, Tehtnica, Domel (Železniki, Slovenija) 
 Plastična in žična stojala za epruvete 
 Rotavapor (Büchi, Švica) 
 Spatula 
 Spektrofotometer NANOCOLOR® UV/VIS II, Macherey-Nagel (Düren, Nemčija) 
 Steklovina: kapalke, epruvete, čaše, merilni valji, merilne bučke, čolnički za tehtanje, 
paličice, liji 
 Sušilnik, Kambič (Semič, Slovenija) 
 Tehtnica, Kern & Sohn GmbH (Balingen, Nemčija) 
 Tehtnica, Mettler Toledo XS205 Dual range (Ljubljana, Slovenija) 
 Ultrazvočna kopel Sonorex Digitec, Bandelin (Berlin, Nemčija) 
 Vodna kopel in ultrazvočna kadička, Elmasonic (Singen, Nemčija) 
  
Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 






3.4.1. INSTRUMENTALNA METODA 
 
3.4.1.1. UV−VIS SPEKTROSKOPIJA 
 
UV−VIS spektroskopijo lahko uporabimo za kvalitativen način določitve funkcionalnih 
skupin ali potrditev identitete spojine s primerjanjem ujemanja spektra absorbance. 
Uporabljamo ga lahko tudi kvantitativno, saj je koncentracija analita po Beer−Lambert-
ovem zakonu povezana z absorbanco. Absorpcija je definirana kot proces zmanjšanja 
svetlobne jakosti merjenega žarka, ker so molekule v vzorcu podvržene prehodu iz 
osnovnega stanja v vzbujeno stanje. UV−VIS spektroskopija se uporablja za količinsko 
določitev količine DNA, beljakovin v vzorcu, za analizo vode, kot detektor za številne vrste 
kromatografije in določitev kinetike kemijskih reakcij. Meritve UV−VIS se običajno 
izvajajo s spektrofotometrom, kot je prikazan na sliki 6. UV−VIS metoda ni najbolj 
občutljiva tehnika spektroskopije, saj se zaradi kratke poti potovanja žarka ne absorbira 
veliko svetlobe, [16, 17]. Za izvedbo magistrske naloge je bila metoda dovolj občutljiva in 
je dajala ustrezne rezultate. 
Beer−Lambert-ov zakon: 𝐴 =  𝜀 ×  𝑏 ×  𝑐 (A = vrednost absorbance, ε = molarna 
absorptivnost, b = dolžina kivete) 
Slika 4: Spektrofotometer. 
Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 




3.4.2.  KEMIJSKI METODI 
 
3.4.2.1. UGOTAVLJANJE ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI Z METODO 
LOVLJENJA DPPH• RADIKALA 
 
2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil radikal (DPPH•) je stabilen radikal, kar je posledica enakomerne 
delokalizacije elektrona po celotni molekuli. V stabilnem stanju je vijolične barve z 
absorpcijskim vrhom pri valovni dolžini 517 nm. Ob dodatku antioksidanta, ki donira 
vodikov atom, pride do izgubljanja vijolične barve. DPPH• ob sprejetju elektrona ali 
vodikovega radikala postane stabilen 2,2-difenil-1-pikrilhidrazin (DPPH), kar se odraža kot 
sprememba barve reakcijske raztopine iz vijolične v rumeno. Potek reakcije je prikazan na 
sliki 7. Močnejši kot je antioksidant, manj ga moramo dodati v raztopino DPPH•, da pride 
do padca absorbance [18, 19]. Metoda je dovolj specifična za oceno antioksidativne 
aktivnosti rastlinskih izvlečkov [14]. 
 
 
Slika 5: Reakcijska shema DPPH• z antioksidantom [20]. 
Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 




3.4.2.2. UGOTAVLJANJE ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI Z METODO 
LOVLJENJA ABTS•+ RADIKALA 
 
2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina) (ABTS) se uporablja za merjenje 
antioksidativne aktivnosti antioksidantov. Reakcijsko zmes pripravimo tako, da v vodno 
raztopino ABTS dodamo kalijev persulfat in pustimo stati 16 ur v temi. Pri tem poteče 
oksidacija ABTS do stabilnega kationskega radikala 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonat) (ABTS•+), ki je modro-zelene barve z absorpcijskim vrhom pri valovni dolžini 734 
nm. Dodatek antioksidanta povzroči padec absorbance, kar vidimo kot razbarvanje 
raztopine. Potek reakcije je prikazan na sliki 8. S to metodo lahko določamo lipidotopne in 
vodotopne antioksidante [19, 21]. 
 
  
Slika 6: Reakcijska shema ABTS•+ z antioksidantom [22]. 
Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 




3.4.3. FIZIKALNA METODA 
 
3.4.3.1. UGOTAVLJANJE TOPNOSTI 
 
Metode topnosti se delijo na kinetične in termodinamične. Pri določanju termodinamične 
topnosti se trdno spojino vpelje v vodni medij in odgovori na vprašanje: "V kolikšni meri se 
spojina raztopi?''. Pri določanju kinetične topnosti pa se uporabi predhodno raztopljena 
spojina in odgovori na vprašanje: "V kolikšni meri se spojina obori?". Meritve kinetične 
topnosti pogosto dajejo rezultate, ki kažejo bistveno večjo topnost v primerjavi s 
termodinamično topnostjo. To opažanje pripisujemo dejstvu, da metoda kinetične topnosti 
običajno daje rezultate, ki se nanašajo na amorfno snov, rezultati termodinamičnih topnosti 
pa se pogosteje nanašajo na kristalno fazo. Termodinamična metoda stresanja bučke še 
vedno velja za "zlati standard" topnostnih metod [27]. 
 
Topnost je lastnost, ki predstavlja ravnotežje med topljencem in raztopino. Topnost je 
odvisna od temperature, saj se pri določeni temperaturi lahko raztopi samo določena količina 
topljenca v določeni količini topila. Na povečanje topnosti v vodi lahko vplivamo s 
spreminjanjem kemijske strukture, kot je dodajanje ionizacijskih skupin, zmanjševanje 
lipofilnosti ali zmanjšanje molekulske mase [23].  
Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 




4.  EKSPERIMENTALNO DELO 
 
4.1. DPPH• METODA UGOTAVLJANJA 
ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI 
 
Raztopino 80 µg/mg DPPH• (slika 9) smo pred uporabo pripravili na novo, tako da smo 
natehtali 8 mg DPPH•, ga raztopili v 100 mL metanola in raztopino dali za 5 minut na 
ultrazvok. 1 mL raztopine DPPH• smo dodali 1 mL izvlečka vzorca ali standarda, ki smo ga 
pripravil v različnih koncentracijah z metanolom. Reakcijsko zmes na sliki 10 smo pustili 
stati 30 minut v temi na sobni temperaturi in nato pomerili absorbanco pri valovni dolžini 
517 nm. 
Kot slepi vzorec smo uporabili metanol [24]. 
Prilagoditev metode: izvleček vzorcev in standardov smo pripravili v vodi in z njo tudi 
redčili, da smo dobili ustrezne koncentracije. 
Kot slepi vzorec smo uporabili vodo. 
Slika 8: Reakcijske zmesi pred merjenjem absorbance. Slika 7: Raztopina DPPH•. 
Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 




4.2. ABTS•+ METODA UGOTAVLJANJA 
ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI 
 
Raztopino ABTS•+ smo pripravili z mešanjem 7 mM ABTS in 2,45 mM kalijevega 
persulfata. 38 mg ABTS smo raztopili v 10 mL vode, 33 mg kalijevega persulfata smo 
raztopili v 50 mL vode. Raztopini smo združili v razmerju 1:1 in pustili 16 ur v temi pri 
sobni temperaturi, da je nastala modro-zelena raztopina. Končno raztopina ABTS•+ (slika 
11) smo redčili z metanolom, da smo dobili raztopino z absorbanco približno 0,7 pri valovni 
dolžini 734 nm (običajno je bilo za to potrebno v 1 mL raztopine dodati 50 do 80 mL 
metanola). 0,3 mL izvlečka vzorca ali standarda različnih koncentracij smo zmešali z 2,7 
mL raztopine ABTS•+. Reakcijsko zmes na sliki 12 smo inkubirali 30 minut na 30 °C, preden 
smo izmerili absorbanco pri valovni dolžini 734 nm [21]. 
Končna raztopina ABTS•+ je stabilna več kot 2 dni v temi pri sobni temperaturi. 
Kot slepi vzorec smo uporabili metanol in vodo. 
Prilagoditev metode: raztopino vzorcev in standarda smo pripravili v vodi in jih z njo 
redčili, da smo dobili ustrezne koncentracije. Končno raztopino ABTS•+ smo redčili z vodo 
namesto z metanolom, da smo dobili raztopino z absorbanco približno 0,7 pri valovni dolžini 
734 nm (običajno je bilo za to potrebno v 1 mL raztopine dodati 30 do 60 mL vode). 
Kot slepi vzorec smo uporabili vodo in metanol. 
 
Slika 9: Raztopina ABTS•+. Slika 10: Reakcijske zmesi pred merjenjem absorbance. 
Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 




4.3. METODA ZA UGOTAVLJANJE TOPNOSTI S 
CENTRIFUGIRANJEM 
 
4.3.1.  UGOTOVITEV NETOPNEGA DELA V METANOLU ALI V 
VODI 
 
0,5 g ali 1 g vzorca smo natehtali v centrifugirko in dodali 10 mL destilirane vode ali 10 mL 
metanola. Raztopino smo dali za 1 uro v ultrazvočno kopel. Po pretečenem času smo 
raztopine centrifugirali na 30.000 × g (5000 obratov ) najprej 1 uro, nato pa še 15 minut, da 
smo preverili, če se je res vse posedlo in se količina usedline ni več povečevala. Stehtali smo 
prazne, suhe bučke. Supernatant smo odstranili in usedlino prenesli v bučko s pomočjo 
metanola. Bučke z usedlino smo z vakuumskim uparevanjem posušili do konstantne mase 
in dobili netopni del v metanolu in v vodi. 
 
4.3.2. UGOTOVITEV NETOPNEGA DELEŽA V OBEH TOPILIH 
 
0,5 g ali 1 g vzorca smo natehtali v stehtano centrifugirko in dodali 10 mL destilirane vode 
ali 10 mL metanola. Raztopino smo dali za 1 uro v ultrazvočno kopel. Po pretečenem času 
smo dali raztopine za 1 uro centrifugirati na 30.000 × g (5000 obratov), nato pa še 15 minut, 
da smo preverili, če se je res vse posedlo in se količina usedline ni več povečevala. 
Supernatant smo odstranili in v centrifugirko dali 10 mL nasprotnega topila. To pomeni, če 
smo prej dodali vzorcu 10 mL destilirane vode, smo sedaj 10 mL metanola in obratno. 
Raztopino smo ponovno postavili za 1 uro v ultrazvočno kopel in centrifugirali na 30.000 × 
g (5000 obratov) 1 uro in nato še 15 minut. Odstranili smo supernatant in usedlino prenesli 
v suho, stehtano bučko s pomočjo metanola. Bučke z usedlino smo z vakuumskim 





Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 




4.3.3.  UGOTOVITEV DELEŽA TOPNEGA V LE ENEM TOPILU 
 
0,5 g ali 1 g vzorca smo natehtali v stehtano centrifugirko in dodali 10 mL destilirane vode 
ali 10 mL metanola. Raztopino smo postavili za 1 uro v ultrazvočno kopel. Po pretečenem 
času smo dali raztopine za 1 uro centrifugirati na 30.000 × g (5000 obratov), nato še za 15 
minut, da smo preverili, če se je res vse posedlo in se količina usedline ni več povečevala. 
Ločili smo supernatante od usedline, kar je prikazano na sliki 13. 1 mL supernatanta smo 
dodali 9 mL nasprotnega topila. 1 mL metanolnega supernatanta smo dodali 9 mL destilirane 
vode in 1 mL vodnega supernatanta smo dodali 9 mL metanola. Prišlo je do obarjanja, zato 
smo vzorce centrifugirali 30.000 × g (5000 obratov) 1 uro in nato še 15 minut. Po odstranitvi 
supernatanta smo oborjeno usedlino s pomočjo metanola prenesli v stehtano in suho bučko. 
Bučke z oborjeno usedlino smo z vakuumskim uparevanjem posušili do konstantne mase in 
ugotavljali delež topnega v le enem topilu. 
 
Slika 11: Ločena usedlina in supernatanti po centrifugiranju. 
Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 




4.4. METODA ZA UGOTAVLJANJE TOPNOSTI S 
FILTRIRANJEM 
 
0,5 g vzorca smo natehtali v bučko in prelili z 10 mL, 50 mL, 100 mL, 200 mL, 500 mL, 
1000 mL vode ali 0,01 M HCl in stresali 2 uri. Stehtali smo filtrirni papir in vzorce po koncu 
stresanja prefiltrirali (slika 14). Filtrirni papir smo dali sušiti v sušilnik na 40 °C do 
konstantne mase (slika 15) in ga nato stehtali. 




Slika 13: Vzorci po sušenju. 
Slika 12: Filtracija vzorcev. 
Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 




5.  REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
Vsem antioksidativnim poskusom je skupno, da ima vzorec Belinal C večjo antioksidativno 
aktivnost kot Belinal. Razloga sta lahko dva: starost vzorca Belinala, ki je 5 let starejši od 
Belinala C ali večja vsebnost antioksidativnih snovi v vejah bele jelke leta 2019. Na splošno 
na količino antioksidantov v izvlečku lahko vplivajo naslednji dejavniki: možni sinergistični 
in antagonistični učinki med znanimi in neznanimi komponentami; interakcije med fizičnim 
okoljem ter vzorcem in fenolnimi spojinami; aktivnost specifičnih fenolnih spojin, ki niso 
bile dokončno ugotovljene [14]. 
Galna kislina ima višjo antioksidativno aktivnost kot kvercetin, kar je bilo dokazano že s 
strani drugih avtorjev. Standardi in vzorci pri določeni koncentraciji dosežejo plato, ker 
imajo takrat močnejše antioksidativno delovanje, kot je vsebnost radikalov v raztopinah 
DPPH• in ABTS•+, ki ju pri tej koncentraciji v celoti ulovijo. Metodi za ugotavljanje 
antioksidativne aktivnosti, ki se izvajata v metanolni raztopini, nista prilagojeni na pogoje v 
človeškem telesu, zato smo te poskusili približati z modifikacijami. 
Da smo dobili zmanjšanje absorbance, ki smo jih prikazali v grafih in tabelah, ki sledijo v 
nadaljevanju, smo od izmerjene absorbance slepe odšteli izmerjeno absorbanco standarda 
ali vzorca. 
5.1. PRIMERJAVA ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI V 
DVEH KONCENTRACIJSKO RAZLIČNIH 
RAZTOPINAH DPPH• 
 
Uporabili smo metodo ugotavljanja antioksidativne aktivnosti z raztopinama DPPH• s 
koncentracijama 80 μg/mL in 40 μg/mL. Raztopino s koncentracijo 40 μg/mL smo pripravili 
tako, da smo raztopini s koncentracijo 80 μg/mL dodali metanol v razmerju 1:1. Na slikah 
16 in 17 sta z okroglim simbolom (•) prikazani koncentraciji raztopine DPPH• 80 μg/mL in 
s kvadratnim simbolom (▪)  koncentraciji 40 μg/mL. Primerjali smo antioksidativne 
aktivnosti standardov pri dveh testih z različnima koncentracijama reagenta ter ugotovili, da 
enaka količina antioksidanta ulovi več radikalov, kadar je raztopina reagenta bolj 
Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 




koncentrirana.  To razložimo s tem, da molekule antioksidanta v bolj koncentrirani raztopini 











































kvercetin z razopino DPPH• 
koncentracije 80 µg/mL
galna kislina z razopino 
DPPH• koncentracije 80 
µg/mL
kvercetin z razopino DPPH• 
koncentracije 40 µg/mL
galna kislina z razopino 
DPPH• koncentracije 40 
µg/mL
Slika 14: Graf primerjave antioksidativne aktivnosti standardov z raztopinama DPPH• 
koncentracije 80 µg/mL in 40 μg/mL. Absorbanco smo izmerili pri valovni dolžini 517 nm. 
Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 





5.2. PRIMERJAVA ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI V 
DVEH KONCENTRACIJSKO RAZLIČNIH 
RAZTOPINAH ABTS•+ 
 
Primerjali smo antioksidativne aktivnosti standardov in vzorcev z ABTS•+ metodo 
ugotavljanja antioksidativne aktivnosti in uporabili dve raztopini ABTS•+ v različnih 
koncentracijah. ABTS•+ normalne koncentracije smo pripravili po opisani metodi, polovično 
koncentracijo pa smo dobili tako, da smo normalno raztopino ABTS•+, ki je dosegla 
absorbanco 0,7, redčili za polovico. Na slikah 18 in 19 sta z okroglim simbolom (•) prikazani 
koncentraciji normalne koncentracije raztopine ABTS•+, s kvadratnim simbolom (▪) pa 
polovični koncentraciji raztopine ABTS•+. Primerjali smo antioksidativne aktivnosti 
standardov pri dveh testih z različnima koncentracijama reagenta ter ugotovili, da enaka 










































Belinal z razopino DPPH• 
koncentracije 80 µg/mL
Belinal C z razopino DPPH• 
koncentracije 80 µg/mL
Belinal z razopino DPPH• 
koncentracije 40 µg/mL
Belinal C z razopino DPPH• 
koncentracije 40 µg/mL
Slika 15: Graf primerjave antioksidativne aktivnosti vzorcev z raztopinama DPPH• 
koncentracije 80 µg/mL in 40 μg/mL. Absorbanco smo izmerili pri valovni dolžini 517 
nm. 
Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 




To razložimo s tem, da, molekule antioksidanta v bolj koncentrirani raztopini radikala lažje 









Slika 17: Graf primerjave antioksidativne aktivnosti standardov z raztopinama ABTS•+ 













































Kvercetin z raztopino ABTS•+ 
normalne koncentracije
Galna kislina z raztopino 
ABTS•+ normalne 
koncentracije
Kvercetin z raztopino ABTS•+ 
polovične koncentracije









































Belinal z raztopino ABTS•+ 
normalne koncentracije
Belinal C z raztopino ABTS•+ 
normalne koncentracije
Belinal z raztopino ABTS•+ 
polovične koncentracije
Belinal C z raztopino ABTS•+ 
polovične koncentracije
Slika 16: Graf primerjave antioksidativne aktivnosti vzorcev z raztopinama ABTS•+ 
normalne in polovične koncentracije. Absorbanco smo izmerili pri valovni dolžini 734 nm. 
Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 




5.3. PARAMETRI ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI 
 
Uporabili smo raztopini DPPH• s koncentracijama 80 μg/mL in 40 μg/mL ter raztopini 
ABTS•+ v normalni in polovični koncentraciji. Želeli smo ugotoviti, ali je boljši parameter 
za izražanje antioksidativne aktivnost IC50, IC20, absorbanca ali naklon premice. IC50 je 
definirana kot koncentracija v µg/mL, ki je potrebna za doseganje 50 % inhibicije [3]. IC20 
je definirana kot koncentracija v µg/mL, ki je potrebna za doseganje 20 % inhibicije. To 
vrednost smo vpeljali na podlagi izsledkov iz literature, saj se v nekaterih primerih bolje 
odnese kot IC50 [25]. 
Vrednosti pri standardni koncentraciji raztopin ABTS•+ in DPPH• (preglednici I in II) smo 
primerjali z njunimi vrednostmi pri polovični koncentraciji. Kot ustreznejše (robustnejše) 
smo smatrali tiste parametre, katerih vrednost je bila čim manj odvisna od koncentracije 
reagenta. Kot lahko vidimo v preglednici I, se je pri metodi DPPH• izkazalo, da se za galno 
kislino in kvercetin bistveno bolje odnese naklon premice, za Belinal in Belinal C pa je 
nekoliko boljši parameter IC50. Pri ugotavljanju antioksidativne aktivnosti z metodo 
lovljenja ABTS•+ radikala sta se pri standardih in vzorcih najbolje obnesla naklon premice 








Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 




Preglednica I: Prikaz antioksidativne aktivnosti z raztopinama DPPH• koncentracije 80 
µg/mL in 40 μg/mL (1/2 konc.) s parametri: IC50, IC20, absorbanca in naklon premice. 
UGOTAVLJANJE ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI Z METODO 
LOVLJENJA DPPH• RADIKALA 
Vzorec Galna kislina Kvercetin Belinal Belinal C 
IC50 3,5 5,5 15 12 
IC50 1/2 konc.  1 3 13 10 
IC20 1,3 2,5 5 4 
IC20 1/2 konc. 0,6 1,2 3,5 2,5 
Naklon premice 0,130 0,077 0,016 0,019 
Naklon premice 1/2 
konc. 0,094 0,096 0,010 0,013 
Absorbanca pri 10 
[µg/mL] 0,772 0,760 0,185 0,238 
Absorbanca pri 10 
[µg/mL] pri 1/2 konc. 0,475 0,477 0,105 0,129 
 
  
Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 




Preglednica II: Prikaz antioksidativne aktivnosti z raztopinama ABTS•+ normalne in 
polovične koncentracije s parametri: IC50, IC20, absorbanca in naklon premice. 
 
 
5.4. MODIFICIRANA DPPH• METODA Z METANOLNIMI 
IN VODNIMI RAZTOPINAMI 
 
Raztopina DPPH• se lahko pripravi samo v metanolu, ker v vodi ni topna. Iz izmerjenih 
vrednosti prikazanih v preglednici III je razvidno, da ima kvercetin dvakrat, galna kislina pa 
trikrat višjo antioksidativno aktivnost, ko sta pripravljena v metanolu v primerjavi z vodo. 
Med izmerjenimi vrednostmi vzorcev Belinal in Belinal C, ki so prikazane v preglednici IV, 
so razlike minimalne in so v okviru eksperimentalne napake. 
 
 
UGOTAVLJANJE ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI Z METODO 
LOVLJENJA ABTS•+ RADIKALA 
Vzorec Galna kislina Kvercetin Belinal Belinal C 
IC50 6,5 10 32 24 
IC50 1/2 konc. 4 7,5 16 13 
IC20 2 4,5 14 9 
IC20 1/2 konc. 1 2,3 6 4 
Naklon premice 0,044 0,028 0,011 0,012 
Naklon premice 1/2 konc. 0,031 0,021 0,010 0,010 
Absorbanca pri 2 [µg/mL] 0,132 0,052 0,042 0,054 
Absorbanca pri 2 [µg/mL] pri 1/2 
konc. 0,108 0,051 0,025 0,041 
Absorbanca pri 10 [µg/mL] 0,450 0,269 0,084 0,133 
Absorbanca pri 10 [µg/mL] pri 
1/2 konc. 0,318 0,258 0,106 0,131 
Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 




Preglednica III: Absorbance različnih koncentracij metanolnih in vodnih raztopin 
kvercetina in galne kisline v metanolni raztopini DPPH•. 
KONCENTRACIJA 
VZORCA 0 µg/mL (slepa) 5 µg/mL 7 µg/mL 10 µg/mL VZOREC 
VZOREC V 
TOPILU MeOH H2O MeOH H2O MeOH H2O MeOH H2O 
DPPH• V MeOH 
1,035 1,021 0,339 0,134 0,529 0,185 0,684 0,322 Kvercetin 
1,035 1,021 0,59 0,085 0,766 0,128 0,869 0,306 Galna kislina 
 
Preglednica IV: Absorbance različnih koncentracij metanolnih in vodnih raztopin Belinala 
in Belinala C v metanolni raztopini DPPH•. 
KONCENTRACIJA 
VZORCA 0 µg/mL (slepa) 10 µg/mL 25 µg/mL 50 µg/mL 
VZOREC 
VZOREC V 
TOPILU MeOH H2O MeOH H2O MeOH H2O MeOH H2O 
DPPH• V MeOH 
1,077 2,038 0,199 0,292 0,536 0,479 0,701 0,752 Belinal 
1,077 2,038 0,255 0,202 0,581 0,665 0,727 0,847 Belinal C 
 
5.5. MODIFICIRANA ABTS•+ METODA Z METANOLNIMI 
IN VODNIMI RAZTOPINAMI 
 
V tem eksperimentu smo se želeli z modifikacijami metode lovljenja ABTS•+ radikala, t. j. 
z zamenjavo topila, približati razmeram v človeškem telesu in izmeriti vpliv teh modifikacij 
na antioksidativno aktivnost. Vrednosti slepih raztopin so si bile med seboj podobne ne glede 
na vrsto topila, s katerim je bil pripravljen reagent in s katerim slepi vzorec. V preglednici 
V vidimo, da standard kvercetina pri višjih dveh koncentracijah izkazuje največjo 
antioksidativno aktivnost, ko je ABTS•+ redčen z vodo in je tudi raztopina kvercetina 
pripravljena v vodi. Pri koncentraciji 5 µg/ml pa je aktivnost največja, ko je ABTS•+ redčen 
v metanolu in je kvercetin pripravljen v vodi. Galna kislina najmočneje deluje, ko je 
Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 




pripravljena v metanolu in je tudi ABTS•+ redčen z metanolom. V preglednici VI ima vzorec 
Belinal pri višjih dveh koncentracijah višjo antioksidativno aktivnost, ko je pripravljen v 
vodi in ABTS•+ redčen z metanolom, pri manjši koncentraciji pa, ko je ABTS•+ redčen z 
vodo. Belinal C ima največje antioksidativno delovanje, ko je redčen z metanolom in je 
raztopina ABTS•+ pripravljena v metanolu. Sklepamo, da je eden od dejavnikov, ki vplivajo 
na antioksidativno aktivnost, topnost in izpostavljenost ter hidratiranost OH skupin 
antioksidantov v določenem topilu ter da so nekateri antioksidanti bolje topni pri določeni 
koncentraciji metanola in nekateri pri določeni koncentraciji vode. Na količino izmerjenih 
antioksidantov vpliva tudi, v katerem topilu je raztopljen ABTS•+. Zanimivo je, da ima 
topilo, v katerem je pripravljen vzorec ali standard, večji vpliv kot topilo, v katerem je 
raztopljen ABTS•+. Sprememba vsebnosti metanola pri pripravi raztopin standardov in 
vzorcev je odstotno manjša kot pri pripravi reagenčne raztopine ABTS•+ (preglednica VII). 
Če primerjamo rezultate antioksidativnega testa z metanolno raztopino ABTS•+ npr. za 
kvercetin pri koncentraciji 10 µg/mL vidimo, da je rezultat za vodno raztopino vzorca 
(0,418) skoraj dvakrat večji od rezultata za metanolno raztopino (0,239). Rezultat za 
metanolno raztopino vzorca (0,291) z vodnim reagentom pa je le za okoli 20 % višji od 
rezultata z metanolnim reagentom (0,239). 
 
Preglednica V: Absorbance različnih koncentracij vodnih in metanolnih raztopin 













MeOH 0,576 0,585 0,156 0,240 0,239 0,418 0,467 0,585 Kvercetin 




MeOH 0,576 0,585 0,257 0,096 0,400 0,196 0,576 0,393 Galna 
kislina H2O 0,571 0,618 0,239 0,079 0,386 0,225 0,568 0,440 
 
Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 




Preglednica VI: Absorbance različnih koncentracij vodnih in metanolnih raztopin Belinala 
in Belinala C v vodni ali metanolni raztopini ABTS•+. 
  
KONCENTRACIJA 
VZORCA 0 µg/mL (slepa) 10 µg/mL 25 µg/mL 50 µg/mL VZOREC 
  
VZOREC V 




MeOH 0,594 0,596 0,114 0,123 0,308 0,287 0,514 0,473 
Belinal 




MeOH 0,594 0,596 0,126 0,113 0,340 0,318 0,571 0,565 
Belinal C 
H2O 0,664 0,656 0,118 0,100 0,309 0,302 0,551 0,506 
 
 
Preglednica VII: Koncentracija metanola v posamezni raztopini. 
 % MeOH V RAZTOPINI 
  MeOH H2O 
ABTS•+ V 
TOPILU 
MeOH 97 % 87 % 









Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 




5.6. ANTIOKSIDATIVNI TEST SUPERNATANTOV PO 
METODI DOLOČANJA TOPNOSTI S 
CENTRIFUGIRANJEM  
 
Izvedli smo metodo za ugotavljanje topnosti s centrifugiranjem z vzorcema Belinal in 
Belinal C. 1 g vzorca smo natehtali v stehtano centrifugirko in dodali 10 mL destilirane vode 
ali 10 mL metanola. Raztopino smo dali za 1 uro v ultrazvočno kopel. Po pretečenem času 
smo raztopine centrifugirat 1 uro, nato pa še 15 minut, s čimer smo preverili, da se količina 
usedline ni več povečevala. Prve supernatante smo ločili od usedline. Na usedlino smo nato 
nalili enako količino nasprotnega topila in ponovno izvedli enak postopek kot prej ter dobili 
usedlino in druge supernatante. Prvim in drugim supernatantom smo z antioksidativnima 
testoma določali antioksidativno aktivnost. 
 
5.6.1. DPPH• METODA UGOTAVLANJA ANTIOKSIDATIVNE 
AKTIVNOSTI SUPERNATANTOV 
 
Za vse meritve supernatantov smo uporabili enaki slepi kontroli. Prvi supernatanti Belinala 
v preglednici VIII imajo boljše antioksidativno delovanje v vodi, Belinala C pa v metanolu. 
Ko smo zamenjali topili, in dobili druge supernatante, ki so prikazani v preglednici IX, sta 
oba vzorca izkazala večje antioksidativno delovanje v metanolu. To lahko razložimo s tem, 
da so se nekatere antioksidativne snovi, ki so bile prej raztopljene v metanolu v vzorcu 
Belinala C, oborile ob zamenjavi topila. Do manjšega obarjanja antioksidativnih snovi pride 
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Preglednica VIII:  Absorbance različnih koncentracij prvih metanolnih in vodnih raztopin 
supernatantov Belinala in Belinala C v metanolni raztopini DPPH•. 
KONCENTRACIJA 
VZORCA 0 µg/mL (slepa) 10 µg/mL 25 µg/mL 50 µg/mL 
VZOREC 
VZOREC V 
TOPILU MeOH H2O MeOH H2O MeOH H2O MeOH H2O 
DPPH• V MeOH 
0,547 0,531 0,071 0,128 0,140 0,266 0,244 0,371 Belinal 
0,547 0,531 0,076 0,006 0,212 0,189 0,328 0,308 Belinal C 
 
DRUGI SUPERNATANTI 
Preglednica IX: Absorbance različnih koncentracij drugih metanolnih in vodnih raztopin 
supernatantov Belinala in Belinala C v metanolni raztopini DPPH•. 
KONCENTRACIJA 
VZORCA 0 µg/mL (slepa) 10 µg/mL 25 µg/mL 50 µg/mL 
VZOREC 
VZOREC V 
TOPILU MeOH H2O MeOH H2O MeOH H2O MeOH H2O 
DPPH• V MeOH 
0,547 0,531 0,087 0,021 0,124 0,031 0,051 0,145 Belinal 
0,547 0,531 0,107 0,000 0,153 0,056 0,248 0,090 Belinal C 
 
5.6.2. PONOVITEV DPPH• METODE UGOTAVLANJA 
ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI SUPERNATANTOV 
 
Poskus smo ponovili in prišli do enakih rezultatov, da imajo prvi supernatanti Belinala v 
preglednici X boljše antioksidativno delovanje v vodi, supernatanti Belinala C pa v 
metanolu. Po zamenjavi topila dobimo druge supernatante, ki so prikazani v preglednici XI, 
kjer pa vsi izkazujejo večje antioksidativno delovanje v metanolu. Uporabili smo enaki slepi 
raztopini za prve in druge supernatante. Slepa pri drugi ponovitvi poizkusa se za polovico 
razlikuje od slepe v prvem poizkusu. To pomeni, da je lahko prišlo do napake pri tehtanju 
Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 




reagenta DPPH•, do izgube reagenta DPPH• pri prenosu v steklovino, da je bil uporabljen 
star DPPH• namesto svež. Tudi ostali rezultati se zato razlikujejo glede na prejšnje. V 
primerjavi s prejšnjim poizkusom smo izbrali višje koncentracije drugega supernatanta za 
ugotovitev antioksidativne aktivnosti. 
 
PRVI SUPERNATANTI 
Preglednica X: Absorbance različnih koncentracij prvih metanolnih in vodnih raztopin 
supernatantov Belinala in Belinala C v metanolni raztopini DPPH•. 
KONCENTRACIJA 
VZORCA 0 µg/mL (slepa) 10 µg/mL 25 µg/mL 50 µg/mL 
VZOREC 
VZOREC V 
TOPILU MeOH H2O MeOH H2O MeOH H2O MeOH H2O 
DPPH• V MeOH 
1,104 1,097 0,202 0,214 0,302 0,372 0,659 0,771 Belinal 




Preglednica XI: Absorbance različnih koncentracij drugih metanolnih in vodnih raztopin 
supernatantov Belinala in Belinala C v metanolni raztopini DPPH•. 
KONCENTRACIJA 
VZORCA 0 µg/mL (slepa) 25 µg/mL 50 µg/mL 75 µg/mL VZOREC 
VZOREC V 
TOPILU MeOH H2O MeOH H2O MeOH H2O MeOH H2O 
DPPH• V MeOH 
1,104 1,097 0,194 0,162 0,364 0,357 0,590 0,562 Belinal 




Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 




5.6.3. ABTS•+ METODA UGOTAVLANJA ANTIOKSIDATIVNE 
AKTIVNOSTI SUPERNATANTOV 
 
Slepe raztopine so pri meritvi prvih in drugih supernatantov enake. Vsi vzorci imajo največje 
antioksidativno delovanje, ko je raztopina ABTS•+ redčena z metanolom in ko je vzorec 
pripravljen v metanolu, kar je razvidno iz preglednic XII in XIII. Belinal in Belinal C imata 
več antioksidantov, ki so bolje topni v metanolu kot v vodi. Po menjavi topila iz vodnega v 
metanolnega so prej netopni oksidanti postali topni. Pri menjavi iz metanolnega v vodnega 
so se nekatere spojine z antioksidativnim delovanjem oborile. 
 
PRVI SUPERNATANTI 
Preglednica XII: Absorbance različnih koncentracij prvih vodnih in metanolnih 













MeOH 0,613 0,615 0,069 0,028 0,177 0,171 0,376 0,268 
Belinal 




MeOH 0,613 0,615 0,099 0,032 0,285 0,093 0,548 0,203 
Belinal C 








Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 





Preglednica XIII: Absorbance različnih koncentracij drugih vodnih in metanolnih 













MeOH 0,613 0,615 0,142 0,098 0,244 0,151 0,250 0,180 
Belinal 




MeOH 0,613 0,615 0,142 0,037 0,244 0,045 0,528 0,078 
Belinal C 
H2O 0,648 0,625 0,227 0,011 0,364 0,032 0,378 0,057 
 
 
5.7.  METODA TOPNOSTI S CENTRIFUGIRANJEM 
 
Glede na začetno količino vzorca so v preglednicah XIV in XV prikazani podatki kolikšen 
del vzorca je ostal netopen v izbranem topilu. Belinal C je v metanolu bolj topen kot Belinal. 
Belinal pa je bolj topen v vodi od Belinala C. Ko smo v 1 mL začetne raztopine dodali 9 mL 
drugega topila, je bil Belinal C ponovno bolj topen v metanolu, Belinal pa v vodi. Poskus 
smo ponovno izvedli in dobili podobne rezultate. Metoda kaže dokaj dobro ponovljivost, kar 
je razvidno iz tabele XIV. S številko 1. so označeni rezultati prvega poskusa, s številko 2. pa 
rezultati ponovitve poskusa. Na to, da je Belinal bolj topen v vodi in Belinal C v metanolu, 
vpliva sestava izvlečka, saj sta vzorca iz dveh različnih šarž. Znano je, da so sladkorji in 
oligosaharidi netopni v absolutnem metanolu, v vodi pa so topni. Lahko, da je teh snovi v 
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X = 1 – (netopen del v H2O – (topno v H2O netopno v MeOH (1 mL H2O + 9 mL MeOH)) 
* 10)   
Y = 1000 – X – U – Z 
U = topno v MeOH netopno v H2O (1 mL H2O + 9 mL MeOH) * 10 
Z = topno v H2O netopno v MeOH (1 mL H2O + 9 mL MeOH) * 10 
 
 












Enote [mg] 1. 2. 1. 2. 1. 2. 1. 2. 
netopen del v MeOH (1 g / 10 mL) 500 481 316 299     
netopen del v H2O (1 g / 10 mL)     362 400 566 615 
topno v H2O netopno v MeOH (1 mL H2O + 9 
mL MeOH)     26 29 9 18 
topno v MeOH netopno v H2O (1 mL MeOH 
+ 9 mL H2O) 7 9 9 30     








topno v MeOH in H2O (izračun) = X 435 429 593 401 378 310 344 205 
netopno v MeOH in H2O (meritev) 188 70 103 62 52 41 98 99 
ne topno v MeOH in H2O (izračun) = Y 240 191 226 119 297 310 475 315 
topno samo v MeOH (izračun) = U 65 90 91 300     
topno samo v H2O (izračun) = Z     260 290 90 180 
Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 




5.7.1. PONOVITEV EKSPERIMENTA S POLOVIČNO KOLIČINO 
VZORCA 
 
Metodo smo ponovili s polovično količino vzorca (preglednica XV), t. j. 0,5 g v enakem 
volumnu topila, in dobili približno polovične vrednosti za netopni del v metanolu in v vodi 
ter enake zaključke glede topnosti vzorcev. Belinal je še vedno bolj topen v vodi in Belinal 
C je bolj topen v metanolu. Iz tega sklepamo, da bo glede na začetno količino vzorca vedno 
približno sorazmeren delež vzorca topen v izbranem topilu. To lahko razložimo s hipotezo, 
da je izvleček sestavljen kot zmes dobro topnih snovi, ki se raztopijo že v manj ugodnem 
razmerju med izvlečkom in topilom, ter slabo topnih snovi, ki se ne raztopijo niti v bolj 
ugodnem razmerju med izvlečkom in topilom. Če bi bil izvleček sestavljen iz snovi z enako, 
srednje dobro, topnostjo, bi pričakovali, da bi se raztopljeni delež povečal pri ugodnejšem 
razmerju med izvlečkom in topilom. 
Preglednica XV: Ponovljen eksperiment topnosti vzorcev z metodo centrifugiranja s 
polovično količino vzorca. 
 







netopen del v MeOH (0,5 g / 10 mL) 217 132   
netopen del v H2O (0,5 g / 10 mL)   142 269 
topno v H2O netopno v MeOH (1 mL 
H2O + 9 mL MeOH) 
  13 9 
topno v MeOH netopno v H2O (1 mL 
MeOH + 9 mL H2O) 
4 15   








topno v MeOH in H2O (izračun)=X 743 718 728 641 
netopno v MeOH in H2O (meritev) 26 20 23 19 
netopno v MeOH in H2O (izračun)=Y 87 42 102 119 
topno samo v MeOH (izračun)=U 40 150   
topno samo v H2O (izračun)=Z   130 90 
Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 




5.8. METODA TOPNOSTI S FILTRIRANJEM 
 
Na sliki 20 smo prikazali, kakšna je topnost 0,5 g vzorca izmerjena z metodo topnosti s 
filtriranjem. Uporabili smo topilo 0,01 M HCl, ki ponazori pH razmere v želodcu, in vodo, 
ki predstavlja večino teže človeškega telesa. Belinal C je slabše topen v vodi in v 0,01 M 
HCl kot Belinal, kar se sklada z meritvijo topnosti s centrifugiranjem. Belinal C je v manjši 
količini vode slabše topen kot v manjši količini 0,01 M HCl, v večji količini topila pa se to 
obrne. Razlog je lahko v tem, da so nekatere snovi topne šele v večji količini vode. Pri 
Belinalu je razlika med topiloma zanemarljiva in je posledica eksperimentalne napake. Na 
sliki 20 smo na grafu z rdečo barvo označili raztapljanje izvlečka v 0,01 M HCl in z modro 







































Belinal v 0,01 M HCl
Belinal C v 0,01 M HCl
Belinal v vodi
 Belinal C v vodi
Slika 18: Graf topnosti Belinala in Belinala C v različni količini 0,01 M HCl in vode. 
Maja Udovič: Raziskave topnosti in antioksidativne aktivnosti izvlečka vej bele jelke (Abies alba). 




6.  SKLEP  
 
Izvleček iz vej bele jelke vsebuje veliko različnih antioksidantov, ki so ključni za njegovo 
raznovrstno farmakološko delovanje. Koncentracija antioksidativnih reagentov vpliva na 
ugotovitev količine antioksidantov. Ugotovili smo, da enaka količina antioksidanta ulovi več 
radikalov, kadar je raztopina regatna bolj koncentrirana, saj molekule antioksidanta v bolj 
koncentrirani raztopini radikala lažje reagirajo. Najboljši parameter za ugotavljanje 
antioksidativnega delovanja za DPPH• metodo je za standarda galno kislino in kvercetin 
naklon premice, za izvlečka Belinal in Belinal C pa IC50, ki se pogosto uporablja v literaturi. 
Za metodo ABTS•+ je za standarda in izvlečka najboljši parameter za ugotavljanje 
antioksidativnega delovanja naklon premice. 
Z modifikacijo metod, kjer namesto metanola za ugotavljanje vsebnosti antioksidantov 
uporabimo destilirano vodo, dobimo realnejšo sliko, kaj se dogaja v našem telesu po zaužitju 
izvlečka. Zanimivo je bilo spoznanje, da ob menjavi topila iz vode v metanol ali obratno 
pride do obarjanja določenih snovi, ki lahko vplivajo na antioksidativno aktivnost. 
Od topila in od vzorca je odvisna količina izvlečka, ki je topna. Na topnost in vsebnost 
antioksidantov v izvlečku lahko vpliva leto poseka, obdobje poseka vej, okolje, proces 
predelave in starost samega vzorca ob izvajanju testov, saj vse to vpliva na sestavo izvlečka. 
Vzorec Belinal je bil narejen leta 2014 in je lahko nase vezal veliko vode iz zraka, ki lahko 
pripomore k večji količini raztopljenega deleža izvlečka v vodi kot v metanolu, in 
zmanjšanju količine antioksidantov. Belinal C je bil narejen leta 2019 in je raztopljeni delež 
večji v metanolu ter ima večjo antioksidativno aktivnost kot Belinal. 
Zavedati se moramo, da so rastlinski izvlečki zelo kompleksni in še ne poznamo vseh 
komponent, ki vplivajo na topnost in antioksidativno delovanje. 
V prihodnosti bi lahko uporabili novo metodo ekstrakcije za pridobivanje izvlečka iz vej 
bele jelke − hidrodinamsko kavitacijo. Metoda poveča vsebnost antioksidantov in bi tako 
izboljšala delovanje izvlečka [14].  
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